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Abstract (Basic): EP 236210 A

' Prodn. of hybrid protein (&), contg. a hydrophilic, N-terminal
peptide extension terminated by a trypsin cleavage site, fused to the
mature human serum albumin (HSA) sequence, comprises cultivating a
strain of E. coli able to retain a plasmid which contains the
nucleotide sequence coding for (A), the expression of which is
controlled by an inducible bacterial promoter. Alsoc new are (1) the
plasmids pXL462; pXL641; pXL740 and pXL741 and (2) hybrid proteins.
expressed by these plasmids, _

pXL462 contains the PL promoter; the ribosome-binding site (RBS) of

the gene cII of lambda phage (lacking the tR1 transcription termination
site); ATG start codon and the first 6 codons of the cII gene. It
produces an (A) having the N-terminal extension of formula '
(Met) -Val-Arg-Ala-Asr-Lys-Arg. pXLé41 contains the Ptrp promoter
followed by penicillin amidase (PA) promoter; the RBS of PA and the
first 6 codons of the PA gene. It produces an (A) with N-terminal
-extension of formula Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg. pXL740 and pXL741 are
similar to pXL641 but the extension is modified by directed mutagenesis
to Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg or Met-Lys-Arg-Lys-Arg. The (A) formed is
converted to denatured, insoluble form, then renatured and solubilised



to rearrange the sec. and tert. structures of the polypeptide chain.
() is treated with trypain to give a protein having a primary
structure ‘identical to HSA. :
USE/ADVANTAGE - (A) can be converted into mature HSA.
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& Procédé de prépafatlon de la sérum atbumine humaine mature.

€) Procsdé de préparstion de sérum-allbumine humzine ma-
ture & partir d’'une sérum-albumine humaine produite par voie
microbiologique sous forme de protéine tusionnée {«pseudo-
pro-SAH»).

EP 0 236 210 A1

ACTORUM AG



10

15

20

25

30

0236210

La présente‘ invention concerne un procédé de prépération
de la sérum-albumine humaine mature & partir d'une sénm-albtmi;ae
humaine produite par voie microbiologique sous forme de Aprotéine
fusionnée.

I1 existe un grand choix d'organismes thes;_ tels. qué les
cellules mammiféres modifi€es ou les micro-organismes qui peuvent
potentiellement &tre utilis&s en vue de la production en quantités
importantes de protéines humaines d'une grande valeur thér_apeﬁtique.

L'utilisation de cellules mammiféres thodifiées par les
techniques de 1'ADN recombinant présente l"avantag'e de conduire 2
des produits tré&s proches de ceux d'origine naturelle ; ceﬁendént 1a
culture de ces cellules est délicate et ne peut &tre conduite que
dans des volumes limités. . | 1

' L'emploi de micro-organismes, tels que les b'act-éries,
permet une fabrication 3 une &chelle plus importante mais présente
1'inconvénient de conduire @& des produits qui différent sensiblémgnt
des produits d'origine naturelle. Ainsi les protéinee normalement
glycosylées chez l'homme ne sont pas, en général, glycos.y.lées 'pér
les bactéries [P. Berman et L.A. Laskey, Trends Biochem. Sci.,
(1985) 10, p.51 et suivantes]. Par ailleurs', les prot_éines humaines
exprimées & haut niveau dans des bactéries telles que E.coli aéqix:l.é—
rent souvent une conformation non native qui s'accompaghe d'une
précipitation intracellulaire [R.G. Schoner et icoil.,ABio. Technol.
(1985), 3, p.l51 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coli., EMBO J.
(1985), 4, p.775 et suivantes]. Enfin, pour Qu'un géne puisse s'ex-
primer dans une bactérie, telle que E.coli, i1 est indispensable de
positionner un codon initiateur méthionine devant 1la séquence
codante de la protéine mature. Généralement, ce résidu n'est pas
excisé par la méthionyl aminopeptidase de E.coli [P.H. Seeburg et
coll., 1985, 2, p.37 et suivantes ; J.M. Schomer et coll., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1981), 81,p.5403].
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La protéine obtenue présente donc un acide aminé anormal comme

premier résidu qui peut provoquer 1'inhibition stérique  d'umne

activité biologique si le début de la protéine est impliqué dans

cette activité. Le r€sidu peut é&galement présenter un caractére
immunogéne néfaste & 1'administration ultérieure de la protéine.

I1 résulte ‘que le choix d'une cellule-hdte dépend de 1la
proteine spécifique que 1'on veut obtenir. Dams le cas d'une pro-
téine de valeur marchande &élevée et nécessaire en quantité limitée,
les céllules mammiféres peuvent constituer une source particu-
liérement bien adaptée. Par contre dans le cas d'un produit de
valeﬁr marchande plus faible et nécessaire en quantité importante,
de 1'ordre de plusieurs dizaines de tonnes, telle que la éérum-albu-
mine humaine (SAH), 1l parait indispensable d'utiliser des micro-
organismes tout en remédiant aux inconvénients 1i8s & leur emploi.

Lorsque la SAH est exprim@e 3 partir d'une comstruction
génétique du type "Prdinoteur-Site de démarrage de traduction-ATG-
Géne de la SAH mature", 1la protéiﬁe obtenue conserve généralement
une méthionine comme résidu N-terminal. Pour &liminer la méthionine
N-terminale de protéines hé&térologues exprimées chez E.coli, plu-

sieurs méthodes peuvent etre envisagees, telles que le clivage

enzymatique in vivo, 1'excision protéolytique pendant ou immé&diate-
ment aprés le transport @ travers la membrane ou bien des digestions
iarotéolytiques ou chimiques in vivo.

I1 est connu, en particulier d'aprés J.P. Waller, J. Mol.
Biol., (1963), 7, p.483v et suivantes, que E.coli posséde une méthio-
nyl aminopeptidase qui excise la inéthionine N-terminale d'un certain
nombre de protéines., Cependant la spécificité du mécanisme est mal

connue et il est supposé que ce mécanisme dépend du ou des résidus

" suivant la méthionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1970), 245, p.4760

et suivantes ; H.J. George et coll., (1985) DRA, 4, p.273].

LY
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- Les protéines sécrét@es sont généralement initialement
synthétisées sous forme d'une préprotéine comportant une "Séquence~
signal” qui inclut le premier résidu. Cette .s€quence subit une
excision protéolytique pendant ou immédiatement aprés le transport &
travers la membrane. [R. Scheckman, Trends Biochem -(1985), 10,
p.177]. Cependant ce systéme ne convient généralement pas dans le
cas de protéines cytoplasmiques ou hétérologues du fait des problé-
mes de transport diis soit -3 certaines parties de la séquence pri-
maife de la protéine [J. Tommassen et coll,. EMBO J. ('1985)‘. 4
p.1041] soit & une précipitation intra-cytoplasmique trop rapide de-
la protéine. Par ailleurs les mécanismes impliqués dans la sécrétion
de protéines par les cellules encaryotes, telles que la SAH s&crétée
par les cellules hépatiques, sont vraisemblablement assez . différents
des niécanismes de sécrétion mis en jeu dans des microorganismes fels
que les bactéries gram-négatives [N.Wickner et H. Lodish, Science.
(1985), 230 -p.4001. | L

I1 a &té &galement proposé d'employer des digestions A
chimiques ou enzymatiques afin de convertir in vitro. la protéine
synthétisée par la bactérie sous la forme d'une protéine fusionnée.
Cette conversion a pour but 1'excision spécifique _d‘;t'me séquence -
peptidique &trangére & la protéine dé&sirée, située ,:.en position
N~terminale et contenant la méthionine comme premief régidu. Un -
exemplé simple est celui d'une protéine qui ne posséde pas naturel-
lement de résidus méthionine [R.E. Chance et coll., "Peptides :
Synthéses-Structure-Fonction", D.H. Rich et E. Gross, ed., Pierce
Chem. Co, Rocford, I1l., (1981) p.721 et suivantes]. Dans ce cas, un
traitement in vitro par le bromure de cyanogéne permet 1l'excision de
la méthionine N-terminale. Cependant ce cas ne se présente que trés
rarement dans le cas de protéines de poids moléculaire Elevé.
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.
Certaines protéases, comme la collagénase et le facteur X,

reconnaissent une sé&quence de plusieurs acides aminés, ce qui les

rend relativement spé&cifiques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature

(1984), 309, p.810 et suivantes ; J. Germino et D. Bastia, Proec.

Natl. Acad. Sci. USA (1984), 81, p.4692 et suivantes]. Une construc~
tion génétique permet donc de positiommer la s&quence reconnue par
la protéase en question devant le premier acide amin& de la protéine
désir@e. Cette protéine fusionnée devient ainsi un substrat de 1la
protéase, le produit principal de la réaction &tant la protéine
possédant en position N-terminale le méme acide amin& que la pro-
téine mature. Cependant, 1l'inconvénient majeur de cette méthode
réside dans le prix de la protEase surtout lorsqu'il s'agit de
produire une protéine em grande quantité.:

La SAH est synthétisée par les cellules humaines d'abord

sous forme de prépro-SAH (figure 1). Une séquence signal de 18
acides aminés est enlevée pendant le transport de la SAH & travers
le lumen du réticulum endoplasmique et il reste encore 6 acides
aminés 3 1'extrémité N-terminale (Arg- Gly- Val- Phe- Arg~ Arg-) qui
ne sont pas présents dans la SAH circulante. Selon S.0. Bremnan et
R.W. Carrell, Biochim. Biophys. Acta (1980), 621, p.83 et suivantes,
ce propeptide ne semble jouer aucun rdle dans la sécrétion de 1la
SAH, I1 est possible qu'une deuxi&me prot&olyse spécifique s'ef-
fectue au niveau de 1'appareil de Golgi ou dans la circulation
sanguine, les deux ré&sidus arginine formant le site de reconnais-
sance d'une protéase de sp&cificité analogue & celle de la trypsine.
En effet, un variant, appelé "Albumine Christchurch", di & une
mutation qui transforme le dernier résidu arginine du propeptide en
glutamine n'est pas converti in vivo en albumine mature mais est
transformé in vitro en Glu-SAH en traitant le pfopeptide par une
faible concentration de trypsine. Par ailleurs, la SAH mature sous

forme native est résistante 3 la trypsine dans les méme conditions

[S.0. Brennan et coll., Biochim. Biophys. Acta, (1984) 802, p.24 et

suivantes].
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I1 a maintenant &té trouvé, et c'est ce qui fait 1'objet
de la présente imvention, un procédé permettant de transformer en
SAH mature une SAH produite par voie microbiologique sous forme de
protéine fusionnée. '

Le procédé selon la présente invention consiste :

- 3 modifier in vitro le géne de étructure de la SAH de

telle sorte qu'il poss&de 6 codons supplémentaires codant pour.les -6

premiers acides aminds de' la protéine cII du bactériophage lambda,

puis 3 lier le géne de structure ainsi modifié & la s&quence nucl&o-
tidique qui précéde naturellement le géne cII dans le génome du
bactériophage lambda et i un promoteur qui assure un niveau &levé de
transcription, | .

| - 3 produire, dans des conditions définies, au moyen d'une
bactérie hdte contenant le géne: modifié, une protéine hybride
("pseudo-pro-SAH") constitue par les 6 premiers acides aminés  du
géne cII suivis de la s&quence de la SAH mature, )

-~ 3 dénaturer et réduire puis Trenaturer la protéine
hybride de facon 3 obtenir une protéine soluble dont la conformation
est semblable & celle‘de la SAH d'origine naturelle, puis

- 3 modifier in vitro, su moyen de la trypsine, la pro-
téine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide et obtenir
la SAH mature. - '

Il a é&galement &té trouvé que la SAH mature peut &tre
obtenue en utilisant une extension peptidique N-terminale ("pseudo-
—pro-peptide") dont la séquence différe de celle des 6 premiers

acides aminés de la protéine cII du bactériophage lambda, & condi-
tion que cette extension permette une expression suffisante de la
proteine fusionnée, présente 1'hydrophilicité nécessaire et comporte
un site de coupure par la trypsine. Par exemple, le "pseudo-pro-pep-
tide" peut &étre constitué par les 5 premiers acides. amins de la

séquence-signal de la pénicilline—ami&ase (6, si 1l'on compte le

premier résidu méthionine).
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Dans ce qui suit, la signification des termes tecl;niques
utilisés en biologie moldculaire est supposée connue (cf. par
exemple J. Watson, "Biologie Moléculaire du Géne", &dition francai-
se, Interé&ditions, 1978). Les méthodes couramment employées en
bilologie moléculaire du géne sont décrites, par exemple, par T.
Maniatis et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New-York, 1982) . Dans ce qui suit seront décrits successive~-
ment la construction, les procé&dés d'expression du géne, la renatu-

ration et la conversion par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH".

A-CONSTRUCTION DU GENE "pseudo—pro-SAH".
1. Préparation d'ARN messager de foie

On utilise des cellules hépatiques, obtenues par exemple
par biopsie, et on en extrait 1'ARN messager selon la méthode
décrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13,
p. 2633 et suivantes ; et par R. Deeley et coll., J. Biol. Chem.
(1977), 252, p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie paf une
gsolution de thiocysznate de guanidine 6M, et 1'on purifie 1'ARN total
par plusieurs cycles de précipitation dans 1'éthanol & -20°C,
centrifugation et redissolution des culots de centrifugation.

On enrichit la préparation en .ARN messager par plusieurs
cycles de chromatographie d'affinité sur des colomnes d'oligo
(dT)-cellulose, selon la technique décrite par H. Aviv et P. Leder,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1972), 69, p. 1408 et suivantes., L'ARN
messager ainsi 1s0l&, contenant 1 & 2 X de 1'ARN total, est comservé
en solution aqueuse & -70°C. '

On peut déterminer la proportion d'ARN messager spé&cifique
de la sérum-albumine humaine au sein de la population totale (par
exemple par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN
dans des lysats de réticulocytes de lapin). Une méthode consiste &
utiliser le' lysat de réticulocytes fournis par la société Amershan,
suivant le protocole préconisé par ce fournisseur. On peut ainsi
déterminer la fraction de protéine néoform€e immunoprécipitable par
des anticorps anti-albumine au sein de 1'ensemble des protéines

néoformées. On obtient par exemple une fraction de 1'ordre de 6 Z.
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2. Synthése de cDNA et clonage dans E.coli

a. Synthése du premier brin '

A- partir de’ la technique de G.N. Buell et coll;, J.
Biol. Chem. (1978), 253, p. 2471 et suivantes, modifiee. on util:lse
par exemple 5 pg d'ARN messager total dams un volume final de 50
microlitres d'une solution contenant : 100 mM Tris-HC1 pH 8 3, 10 mM
MgClZ, 0,4 mM DTT, 20 mM KC1, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mH _de
chaque nucléotide triphosphate (dNTP), 100 ug/ml de ol:l.go(d'l‘) 12-18°
0,5 U/ml d'inhibiteur de ribonucléases, 50 picomoles de_ traceur

radioactif et 40 unités de Transcriptase réverse (Soci&té "Life ..
Science, Inc.). . o | o

La réaction de transcription réverse de 1'ARN meésééer
en ADN complémentaire (ADNc) se poursuit pendant 1 heure a 42°C.

Le taux de synthése de ADNc est calculé par mesure du
taux d'incorporation du traceur radioactif en molécules acido-pré-
cipitables, selon une technique connue.

' Aprés 1 .heure, on arréte 1la réaction par addition
d'EDTA (20 mM), et 1l'on détruit 1'ARN messager par digestion alca-
line dans 50 oM de NaOH, 3 42°C, pendant 3 heures. o '

On sépare 1'ADNc néoformé des dNTPs non—incorﬁntes et:_.
des produits de dégradation alcaline des ARNs pat chromatographie, )
par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Fine Chemi-
cals). On obtient 1, 5 pg d'ADNc simple brin a partir de 5 ug d'ARN
messager total.

b. Synthése du deuxieme brin .
. L'ADNc aimple brin est converti en ADN double brin par . '
action du fragment "Klenow" de 1'ADN polymérase I.

Les conditions de réaction sont : 100 nM Hepes pH 7,
10 mM MgClz, 2,5 mM DIT, 70 mM KC1, 0,5 mM de chaqne dNTP et
50 unités du fragment '"Klenow" de 1'ADN polymérase I (comerc:lalisée )
par exemple par la Société New England Biolabs Inc.).

La réaction est poui_:su:lv:le pendant 15 heures, & 15°C,
et 1'on sépare 1'ADN double brin des dNTPs non incorporés 3 nouveau

par. chromatographie sur colonne de Sephadex G100.
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c. Clonage de 1'ADN double brin

Pour supprimer les mol&cules d'ADN simple brin et

obtenir un ADN double brin & extrémités franches, on traite les

séquences non appari€es par la nucléase S 1 selon la technique -

décrite par A. Efstradiatis et coll., Cell (1976), 7, p. 279 et
guivantes. On sépare les ADNs néoformés double brin selon leur
taille par centrifugation dans un gradient de saccharose. On utilise
‘généralement un gradient de 5 Z - 20 Z de saccharose en 50 mM
Tris-HC1 pH 8,5, 10 mM EDTA, 800 mM NaCl, centrifugé & 210000 g
pendant 15 heures, & 20°C, et on effectue un fractionnement du
gradient en aliquots aprés centrifugationm.

On contrdle la taille des molécules dans chaque frac-
tion par &lectrophorése d'&chantillons faite en paralléle avec des
&talons d'ADN de tailles connues, et 1'on regroupe les fractions
contenant un ADN constitué par 1l'enchalnement de plus de 500 paires
de bases. :

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord

ses extrémités 3' avec de 1'oligo(dC), et on allonge parallélement

les extrémités 3' du gite Pstl du plasmide vecteur pBR322 avec de-

1'oligo(-dG) selon la technique de F. Rougeon et coll., J. Biol.
Chem. (1977), 252, p. 2209 et suivantes.

On hybr:lde alors 1'ADN double brin décrit ci-dessus au
plasmide vecteur, selon par exemple la technique de L. Villa
Romaroff et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), 75, p. 3727
et suivanfee.

On crée une "banque"” de clones d'ADNcs de foie par
transformation de la bactérie E.coli avec 1'ADN ainsi décrit selon
1a méthode décrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970),
53, p. 154 et suivantes et M. Dagert et S.D. Erlich., Geme (1979),

6, p. 23 et sulvantes.

i»
eh
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9

" d. Repérage des clones d'ADNc albumine

‘i op utilise une technique d'hybridation sur colonies & :
1'ajide d'oligonucléotides synthétiques dont les séquences' sont
déduites de la séquence protéique de 1'albumine humaine (B. Meloun
et coll., FEBS Letters (1975), 58, p; 134 et sulvantes ; .

M. Crunstein et D. Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1975), 12,
p. 3961 et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res.
(1981), 9, p. 879 et suivantes).

Les clones sont cultivés par géries de 96 sur milieu de
Luria contenant 25 pg/ml de tétracycline, en boltes carrées, direc-
tement sur des filtres de nitrocellulose. Aprés croissance a 37°C
puis amplification en présence de 250 pg/ml dé chloramphénicol, les
colonies sont lysées par la soude puis hybridées avec les oligonu~-
cléotides radioaétivés en 5' par kination, dans ﬁne solution conte-
nant : 5 X SsC, 0,5 % NP 40, 100 pg/ml ADN de sperme de saumon
dénaturé par &bullition et refroidi rapidement dans la glace,
0,5 ng/ml d'oligonucléotide kinasé. L'hybridation est effectuée &
37°C pendant 18 heures. On lave ensuite les filtres en 5 X SSC, &
25°C, puis 37°C, puis 45°C et ce pendant quatre fols 15 minuteé a
chaque étape. ' _ |

Les filtres sont alors exposés sur films Kodak X-OMAT,
3 -70°C, avec un &cran amplificateur pendant 15 & 24 heures. Les
clones hybridants avec les sondes sont réisoléé puis 1lysés. L'ADN
plasmidique est purifié par centrifugation en milieu chlorure de
césium-bromure d'é&thidium selon uhe technique connue. '

On séquence 1'ADN de 1'imsertion par la technique de
Maxam~Gilbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods Enzymol. (1980), 65,
p. 499 et suivantes) pour comparer la séquence protéiqﬁe dérivée de
la séquence nucléotidique'et celle de la sérum-albumine humaine.

On identifie ainsi une série de clones dont les inser-
tions correspondent & 1'ensemble du géne de la sérum-albumine

humaine.
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Dans la figure 2 est représent€e la carte de restric—

tion du géne de la sérum-albumine, ainsi que la position de trois

des insertions les plus représentatives, désignées par "pTIBLl",
"pAA38", "p6DS". ‘
e. Incorporation au géne de structure d'un codon
d'initiation (figure 3)
@) On digére 1'ADN du plasmide "pT1Bl1" par les enzymes
PstI et Pvull, et on isole un fragment d'ADN de 125 paires de bases,

correspondant 3 la séquence de 1l'extrémité 5' du géne de la sérum-
-albumine (acides aminds n° 1 3 62). On fixe & 1'extrémité Pvull umne
séquence de jonction constituée du site de reconnaissance de l'enzy-
me BamHI. On obtient ainsi un fragment PstI-BamHI.

On prépare d'autre part un oligonucléotide synthé-
tique ayant 21 bases de long, possédant un triplet "ATG" devant les
nucléotides codant pour les acides aminés de la sérum-albumine
humaine ainsi qﬁ'uh sit;e de restriction NcoI, et dont la séquence
est la suivante : 5'GAATCCATGGATGCACACAAG 3'. '

On dénature le fragment d'ADN PstI-BamHI N et on
1'hybride avec 1'oligonucléotide synthétique. L'hybfidation se fait
par la séquence 5'...GATGCACACAAG 3', 1'extrémit& 3' du brin d'ADN
complémentaire &tant désappariée. On digére les extrémités d€sap-
pariées, puis on polymérise dans le sens 5'...3' avec le fragment
"Klenow" de 1'ADN polymérase I, d'aprés les techniques de '
H. Jacobsen et coil., Fur. J. Biochem. (1974), 45, p. 623 et sui-
vantes. , |

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une
extrémité franche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 3' un site
BamHI. , :
b) On réalise la ligation de trois fragments d'ADN :

1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pLG200" (L.
‘Guarente et coll., Cell (1980). 20, p. 543 et.suivantes) portant un

géne de résistance aux antibiotiques, 1'origine de réplication et
1'extrémité 3' du géne de la p-galactosidase, ‘
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2) un fragment EcoRI-PvuIl du plasmide “pGLlOl" 6.
Lauer et coll., J.:Mol. Appl. Genet. (1981), 1, p. 139 et suivantes)
portant le promoteur P, . et le site de fixation de ribosome (RBS)
du géne lacZ d'E.cold,

3) le fragment d'ADN mutagénis& codant pour les 62
premiers acides aminés de 1'albumine humaine.

On isole un plasmide (pXL52) qui r€alise une fusion
de 1'extrémité 5' du géne de la sérum-albumine humaine avec le géne
de la p-galactosidase d'E.coli. |

f. Construction du géne complet (figure 3)
 On digére 1'ADN du plasmide "p6D8" par EcoRI, et
partiellement par BglII, selon une technique.déji décrite. On isole

le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la séquence codant pour les
405 derniers acides aminés de la gérum—albumine humaine puis l'ori-
gine de replication du plasmide et le géne de résistance & la
tétracycline.

On digére 1'ADN du plasmide "pXL52" décrit ci-dessus
par EcoRI et Sau3A, et on. isole un fragment contenant 200 paires de
bases.

On digére 1'ADN du plasmide "pAA38“ par Sau3A et on
isole un fragment contenant 540 paires de bases. ‘

On ligature les trois fragments (dans 1'ordre [pXL52
EcoRI-Sau3A] - [pAA38-Sau3A] - [p6D8 BglII-EcoRI]) en tiramt profit
de la compatibilité entre les sites Sau3A et BglII, On obtient un
plasmide appelé "pXL53", domt la qualité de la construction est
contrdlée par un séquencage complet du fragment ‘compris entre le
gite EcoRI et le site Pstl correspondant a la jonction de 1'inser-
tion et du plasmide vecteur.

La séquence nucléotidique compléte, ainsi que la sé-

quence protéique dérivée, sont représentées dans les figures 4 et 5.
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Les variations observées entre cette s&quence et la

séquence protéique publiée (B. Meloun et coll, FEBS Letters (1975),

58, p- 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and

structure (1978), 5, supplément 3, p. 306) sont les suivantes :

Position Meloun et coll. Sérum—albumine humaine déduite

de la séquence de "pXL53"

131 Glutamine Acide glutamique
364 ' Histidine Alanine

367 : Tyrosine ' Histidine

370 Alanine Tyrosine

381 Valine Méthionine

464 Acide glutamique Histidine

465 Histidine Acide glutamique
501 o Glutamine Acide glutamique

3, Construction de systémes d'expression de la méthionyl-sérum=—

~albumine humaine

a. Utilisation du promoteur "PL" du bactériographe lambda

On linéarise le plasmide "pXL53" par digestion partiel-
le par 1l'enzyme Ncol, en ne considérant que le site NcoI en 5' du
codon d'initiation et on forme des bords francs par remplissage
selon la technique de R.M. Wartell et W.S. Reznikoff, Gene (1980),

9, p. 307 et suivantes).

On synthétise un "adaptateur" contenant en 5' une

séquence correspondant au site de reconnaissance d'une enzyme de -

restriction telle que BamHI, puis une séquence correspondant & un
gite de fixation de ribosomes (RBS "consensus" ou "théorique"). La
séquence de 1l'adaptateur est : 5'GGATCCTAGGAGGAAC 3°'.

La ligation de 1'adaptateur en 5'. d'un ADN & bords
francs a été décrite, par exemple, par C.P. Bahl et coll., Gene
(1976), 1, p. 81 et suivantes.
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La méthode consiste 3@ effectuer la réaction sur 20
microlitres d'une solution contenant 50 mM Tris, HCl1l pH = 7,5,‘10 oM
MgCl,, 15 uM DIT, luM ATP, 50 wg/nl d'adaptateur, 20 pg/ml d'ADN et
1 unité d'ADN-ligase (New England Biolabs Inc.). La réaction est
poursuivie pehdant 10 heures & 15°C. Cette ligation crée un site
BamHI sans supprimer le site Ncol.

On digére le produit de ligation par BamHI et par
HinDIII. Du fait de la présence d'un site HinDIII en 3' du géne de
la sérum—albuﬁine humaine, on obtient un fragment d'ADN coﬁtenant la
totalité de la séquence codante.

On sous-clone le fragment HinDIII-BamHI ainsi obtenu
par exemple dans le plasmide "pBR322" en transformant E.coli selon
la méthode déja décrite ci-dessus pour obtenir le plasmide "pXL61".

Le plasmide "pXL61" ne contient pas de promoteur.

Le promoteur "PL" du bactériophage lambda est plac& sur
le chromosome du bactériophage entre un site BglII et un site BamHI
(voir E.- Szybalski etiw. Szybalski, Gene (1979) 7, p. 217 et suivan-
tes), et dont la séquence nucléotidique est connue (F. Sanger et
coll., J. Mol. Biol. (1982), lﬁg, p. 279 et suivantes). On peut
cloner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des
méthodes connues.

On note que les plasmides portant P, doivent étre
propagés dans des souches de E.coli portant le géne répresseu: cI,
ceci afin d'éviter que ce promoteur ne s'exprime de facon constitu-
tive. | '

‘ Dans une premiérg construction, PL est disponible sous
forme d'un fragment BamHI 3 partir du plasmide "pPL-lambda" (Pharma-
cia P.L. Biochemicals). L'insertion de ce fragmént BamHI dans le
gite BamHI du plasmide "pXL61" permet d'obtemir le plasmide "pXL65",
dans lequel on a vérifié que 1'orientation du promoteur par rapport

au géne de structure de la s&rum-albumine humaine est correcte.
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D'autres constructions peuvent &tre réalises 3 partir
de plasmides disponibles. On peut, par exemple, exciser du plasmide
"pPL-lambda" un fragment HaeIII-HaeIII contenant le promoteur P, et
1'insérer dans le site Smal d'une sEquence de clonage multisites
portée sur un plasmide, tel que le plasmide "pUC8" (J. Vieira et
J. Messing, Gene, (1982), 79, p. 259 et suivantes) pour obtenir
"'pUC8-P “n dang lequel le site EcoRI est en 5' du promoteur.

A partir du plasmide "pPS1" (P. Sarmientos et coll.,
Cell (1983), gg, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord détruire le
site HinDIII le plus proche du site Ndel (figure 3) puis remplacer
le petit fragment EcoRI-HinDIII par, d'une part, le fragment EcoRI-

BamHI du plasmide "pUC8- L" contenant le promoteur PL’ et, d'autre

- part, le fragment BamHI-HinDIIT du plasmide "pXL61" contenant le

géne de la gérum—albumine. On obtient ainsi le plasmide "pXL70" dans
lequel 1'ensemble P,-RBS “consensus"-ATG-géne de la s&rum—albumine
humaine est porté sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII.

b. Remplacement du RBS "consensus" par celui du géne cIT

du bactériophage lambda

Le géne cII du bacté@riophage lambda, dont la séquence
et le site d'initiation sont connus, peut étre fraduit avec effica-
cite (E. Schwarz et coll., Nature (1978), 272, p. 410 et suivantes).

On construit un plasmide contenant le systéme d'expres-
sion "Promoteur "P " _ RBS ¢II ~ ATG - géne sérum-albumine”.

Par exemple, on peut aprés avoir détruit le site BamHI

de "pUC8-P. " par action de 1'enzyme S1 (A.J. Berk et P.A. Sharp,
Cell (1977), 12, p. 72) isoler um fragment EcoRI-HinDIII contenant
le promoteur PL et ensuite lier ce fragment avec le grand fragment
EcoRT-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Duester et coll., Cell (1982),
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmide MpXL73".
) Le RBS du géne cII est extrait du plasmide "pPS1". On
digére ce plasmide par Ndel et on insére un adaptateur BamHI aprés
formation d'extrémités franches. On excise alors le RBS sous forme
d'un fragment HinDITI-BamHlI.
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On construit d'abord un plasmide "pXL88" dans lequel ce
fragment HinDIIT-BamHI est 11& au grand fragment HinDITI-BamHI du
plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88", le RBS cIl est
inséré dans la bonne orientation par rapport au promoteur PL’ le -
tout dans un systéme mpltisites de telle sorte que l'ensemble PL—RBS
¢II soit porté sur un fragment d'ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de

bases. : . : .
Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est

' sous—cloné entre les sites EcoRI et BamiI du plasmide "pMC1403"

(M.J. Casadaban et coll., J. Bacteriol. (1980), 143, p. 971 et
suivantes) qui porte le géne de la P-galactosidase (lacZ) aprés le
site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans
lequel le géne de la B-galactosidase est‘exprimé sous contrdle du
systéme "PL-RBS cII".

On sous-clone le fragment BamHI-BglII du plasmide
"pXL61" décrit précédemment dans le site BamHl du plasmide
"pMC1403". (La ligation d'un site BglII dans un site BamHI est
possible, mais 1l'excision par BamHI en BglII ne 1l'est plus ; 11 ne
reste donc qu'un site BamHI). '

Cette construction ("pXL71") aboutit & 1l'imsertion d'un
fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant la séquence
"BamHI-[RBS “consensus"-ATG-NcoI-géne partiel de la sérum—albumine
(codant pour les acides aminés 1 & 218)-géne de la B-galactosidase].

On cbupé ce plasmide par BamHI et Sacl (}E‘site SacI
est présent dans le géne de la B-galactosidase) é%'on 1'isisére dans
le plasmide "pXL91" décrit précédemment & la place du fragment
préexistant BamHI-SacI. ‘

On aboutit alors au plasmide "pXL97" dont 1'insertion a
l1a structure suivante : "Site EcoRI - PL -_RBS cIl - site BamHI -
RBS "consensus"- site Ncol - ATG - géne partiel de la sérum-albumine
-géne de la B-galactosidase".
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On digére le plasmide "pXL97" par BamHI et partielle-
ment par Ncol en ne considérant que le site Ncol proche du codon
d'initiation et on forme les bords francs par action de la nucléase

S1, puis on le referme sur lui-méme, Cette manipulation, d'une part,

supprime la séquence d'ADN du RBS "consensus" et, d'autre part, met .

en phase un ATG du RBS cII avec la séquence de la sérum-albumine.
On obtient ainsi le plasmide "pXL136" qui comporte la

‘séquence “site EcoRI-P -RBS cII-ATG-géne partiel de la sérum—albu-

mine-géne de la B-galactosidase".

Le géne partiel de la sérum—albumine possédant un site
PvuIl, on digére le plasmide "pXL136" par EcoRI et PvuIl et on
extrait un fragment de 760 paires de bases qui est ins&ré entre les
sites EcoRI et Pvull du plasmide "pXL70" décrit précédemment. On
obtient ainsi le plasmide "pXL139" qui porte la structure "I’L-RBS
cII-géne s&rum-albumine complet" sur un fragment EcoRI-HinDIII,
comme le plasmide "pXL70" et qui porte la substitution RBS. "consen-
sus" par celui du géne cII.

On coupe le plasmid'e "pXL139" dé&crit précédemment au
site unique Sall, entre le promoteur PL et le RBS cII. On digére.

1'ADN par l'enzyme Bal3l, de telle sorte que le site de fin de
transcription tRl1 en 5' du RBS cII soit digéré puis on ajoute un
adaptateur HinDIII et on isole le fragment HinDIII-Xbal contenant le
RBS cII amputé de tRl et les 357 premiers codons du géne de 1la
sérum-albumine humaine. On combine ce fragment HinDIIT~Xbal avec

"d'une part le fragment XbaI-EcoRl du plasmide pXL1l39 contenant la

fin du géne de la s€rum-albumine humaine et d'autre part le fragment
EcoR1-HinDIII portant le promoteur PL obtenu & partir du plasmide
pUCB—PL aprés- destruction du site BamHI. On obtient ainsi le plas-

mide pXL324.
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4. Construction d'un plasmide d'expression pour la "sseudo-pro-SAH"

Un fragment d'ADN est construit par hybridation de deux
oligonucléotides synthétiqués ayant la structure donnée dans la
figure 6A. La séquence contient un codon de démarrage "ATG" suivi
par les 6 premiers codons du géne ¢II du bactériophage lambda. Ce
fragment posséde une extrémité cohésive de type HinDIII et une autre
extrémité cohésive de type Sall. Ce fragment synthétique est cloné
entre les sites HinDIII et Sall du vecteur Ml3mplO (J. Messing,
Methods Enzymbl., (1984), 101, p.20 et suivantes). Le DNA en forme
réplicative purifié & partir de cellules infectées par le bactério-
phage résultant est utilisé dams 1'étape suivante de construction.

Un fragment SalI-BglII de 765 paires de bases provenant du
plasmide pXL324 contenant le début du géne (ADNc) codant pour la SAH
est cloné dans ce bactériophage recombinant. La souche de E.coli
JM101 est infectée par ce nouveau bactériophage et le surnageant
d'une culture de 5 heures est utilis& comme source de particules
phagiques contenant 1'ADN simple brin caractéristique des phages
filamenteux de type M13. Ce simple brin sert ‘ensuite de matrice pour
une mutagénése dirigée par oligonucléotide permettant de supprimer
la séquence comprise entre le gixiéme codon du géne cII et le
premier codon de la SAH mature (GAT) selon les méthodes décrites,
par exemple, par J.P. Adelman et coll., DNA (1983), 2, p.183.-
L'oligonucléotide utilisé dans cette mutagénese dirigée est décrit
dans la figure 6B. Le phage résultant contient le début d'un nouveau
géne fusionné. La structure de fragment d'ADN utilisé dans 1les
constructions ultérieures est vérifi€e par la méthode de séquencage
enzymatique.(F. Sanger et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1977),

74, p.5463).
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Une reconstruction du géne complet codant pour la fusion

"pseudo-pro-SAH" est ensuite effectuée. Un vecteur contenant un géne

-~

de résistance & 1'ampicilline, une origine de réplication, un
terminateur de transcription et une partie de 1'ADNc codant pour la

-

SAH est préparé & partir du plasmide pXL70 en traitant ce plasmide

.par les enzymes de restriction EcoRI et Pvull. Le fragment de 7200

paires de bases environ est purifi@ par &lectrophorése en gel
d'agarose et Electroélution. Un fragment de 430 paires de bases
conténaﬁt le promoteur PL et le site d'accrochage sur le ribosome
(RBS) modifié du géne cII est purifié 3 partir d'ume digestion du
plasmide "pXL324" par les enzymes EcoRI et Ndel par é&lectrophorése
en gel deé polyacrylamide et &lectrolution. Un fragment NdeI-Pvull
de 200 paires de bases contenant le début du géne hydride cII-SAH
est purifié 3 partir de 1la forme réplicative du bactériophage M13
recombingé modifié par mutagénése in vitro décrite ci-dessus. Une
réaction de ligation & trois partenaires a été effectuée. Le plas-
mide résultant est appelé "pXL462" (figure 7). _

Le plasmide “pXL462" a &té introduit dans la souche G819
par transformation. Cette souche est ‘dérivée de ‘la souche E103S
(L. SIMON, Waksman Institute for Microbiology, Rutgers-~The State :

) Un:f.versify, P;Lscataway, N.J.,USA) par transformation avec le plas-

mide pRK248clts (H-U. Bernard et coll., Gene (1979), p.59 et suivan-
tes). Ce plasmide est compatible avec "pXL462" et porte le géne cI
du bactéifiophage lambda qui code pour un répresseur thermosensible

du promoteur PL’ Ce rxépresseur devient en effet inactif au-dessus de

'38,5°C. La souche obtenue porte le numé&ro G1398.
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A partir du plasmide pXL462, d'autres plasmides ont été
construits ol le promoteur P contenu sur un fragment de restriction
EcoRI-HinDIII a &té remplacé par différents promoteurs bactériens
jnductibles. La construction de ces plasmides a utilisé le site Xbal
unique de pXL462 et une réaction de ligation 8 trois partenaires du
type de celle décrite ci-dessus (voir figure 7). La préseﬁte inven-
tion ne dépendant pas du type de promoteur bactérien utilisé, seul
le cas du plasmide pXL462 portant le p'romoteur.l’L sera &voqué dans

ce qui suit.

B. PRODUCTION DE ciI-SAH PAR VOIE MICROBIOLOGIQUE
1. Culture et Induction

_ A partir d'un réisolement de la souche G1398 sur ume bolte
de Pétri gélosée & base de milieu LB contenant 50 microgrammes/ml
d'ampicilline (LBAp) préalablement incubée a8 30°C, une préculture
est diluée 100 fois dans le méme milieu et la culture est incubée &
30°C avec agitation. Lorsque la densité& optique lue & 610 nanomé;res

atteint 1,0 la culture est alors portée & 42°C pendant 90 minutes

avec agitation.

2. Sonication, récupération de la cII-SAH

Le culot cellulaire collecté par centrifugation est
resuspendu dans 1/30 de volumes de PBS (0,2 g/l KC1, 0,2 g/l K32?04,‘
8 g/1 NaCl et 1,25 g/1 Na2HP04). Aprés incubation pendant 15 minutes
3 une température voisine de 20°C en présence de lysozyme de blanc
d'oeuf & 1 mg/ml, la sonication des bactéries est effectuée 3 0°C,
par exemple, avec un sonicateur Branson (Modéle B30) en mode continu
pendant deux fois six minutes avec refroidissement. La fraction
insoluble est collectée par centrifugation & 12000 g 2 4°C pendant
15 minutes puis lavée par du PBS et sé&chée sous vide & 30°C pendant .

15 minutes.
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3. Dénaturation, réduction et rematuration

Le culot de sonication contenant les produits insolubles
provenant de 1 litre de Z:ulture est repris dans 4 ml de solution dé-
paturante et réductrice (6M guanidine-HC1l, 0,1M KH P04 pH 7,5, 0,1M
p-mercaptoéthanol) . La suspension ainsi obtenue est agitée doucement
en tube fermé & 4°C pendant 16 heures. Une solution presque limpide
est alors obtenue .Un léger précipité insoluble est €liminé par cen-
trifugation. Une dilution au 1/100 du surnageant est effectuée dans
une solution de renaturation (50 mM Tris-HC1 pH 8,5, 100 mM Né(ﬂ, 1
oM EDTA) et ce mélange est laissé @ 4°C pendant 24 heures. La
solution est ensuite centrifugée pour &liminer une opalescence

blanchdtre. Le surnageant obtenu est concentré environ 100 fois par

-

ultrafiltration (membrane & "cut-off" de 30.000 daltoms ; par
exemple en utilisant les unités d'ultrafiltration & usage unique

Millipore CS-30), de nouveau clarifi& par centrifugation puis
dialysé contre un tampon phosphate (Na) 20 =M pH 7,5. La protéine
fusion cII-SAH (pseudo~pro-SAH) ainsi cobtenue est homogéne 3 plus de
90 Z d'aprés une analyse par &lectrophorése sﬁr gel de polyacryla-
mide SDS.

4, Conversion de la cII-SAH en SAH mature

Une solution de trypsine (préparée par exemple a8 partir de
trypsine 1lyophilis@e pour wusage analytique commercialisée par
Boehringer Mannheim) est préparée dans la solution de réaction. La
¢II-SAH est trait@e 3 une- concentration, par exemple de 1'ordre de
1 mg/ml, -avec une quantité de trypsine comprise entre 1/5000 et
1/1000 (rapport massique & la SAH) & 37°C pendant 30. d 60 minutes

dans un tampon phosphate (Na) 50 mM pH 7,5, 50 yM CaCl,.
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S. Vérification de la coupure -

I1 est possible de suivre la réaction de conversion par la
trypsine sur un gel de polyacrylamide non dénaturant (figure 8). A
cause de la présence de plusieurs acides aminés chargés positivement
dans 1'hexapeptide N-terminal, la migration &lectrophor&tique de la
cII-SAE est plus lente sur ce type de gel que celle de la SAH
pative. Sur la figure 4, on peut voir que la SAH comﬁerciale n'est‘

- pas modifiée de facon appréciable par la trypsine dans la gamme de

concentratiqné utilisée. Par contre, la cII-SAH est convertie par
1'action de la trypsine en une molécule qui co-migre avec la SAH
commerciale. La séquence N-terminale de cette protéine modifiée par .
la trypsine a &té examinée par dégradation de Edman et les résulta?é'
obtenus confirment bien que le site de protéolyse est situé apréé le
dipeptide Lys-Arg, & la fin de la partie cII de la proté&ine hydride.
La protéine ainsi générée posséde 1'acide aspartique comme résidu

N-terminal ; elle est donc identique & la SAH d'origine naturelle.

Dans la demande de brevet européen EP 86400618.4, publiée
sous le numéro 200590, au nom de la demanderesse, a &t& décrite la
construction du plasmide "pXL288". Aprés introduction dans une
souche appropriée d'E.coli, ce plasmide (figure 9) permet 1'expres-
sion & haut niveau d'une prot&ine hybride, non maturée in vivo,
constituée par la fusion entre le peptide signal de la pé&nicilline G .
amidase (PAM) (EC 3.5.11 ; pénicilline aminohydrolase) de E.coli et
la SAH mature. '

Le plasmide "pXL288" est caractérisé en ce qu'il contient
le promoteur Ptrp de l'opéron tryptophane de E.col:l.' en -amont du
promoteur de la PAM, le site de fixation des ribosomes du géne de la
PAM, le codon d'initiation ATG et les nucléotides du peptide signal
de la PAM fusionnés avec le géne de structure de la SAH, .

L'extrémité N-terminale du peptide leader de la PAM
contient une séquence de 5 acides_aminés basiques. Cette basicité
constitue une des caractéristiques générales d'un peptide signal de
sécrétion (M.E.E. Watson, Nucl. Acids. Res., 12, p. 5145 et suivan-
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tes). I1 a maintenant &té trouvé que les 6 premiers acides aminés de
ce peptide signal (Met Lys Asn Arg Asn Arg-, "PAM 1") peuvent jouer
le rdole de séquence "pseudo-pro".

Dans ce but, les nucléotides correspondant aux acides
aminés 7 3 26 du peptide leader de la PAM ont &té supprimés afin de
fusionner exactement la s€quence "PAM1" 2 la séquence de la SAH
mature en utilisant la technique de suppression dirig€e par oligonu-
cléotide décrite précédemment (figure 9). L'oligonucléotide permet-
tant de réaliser cette suppression est représenté par la figure 11A,
La séquence modifiée est ensuite substitu€e dens le plasmide
"pXL288" pour donner le plasmide "pXL641" dont la structure est la
suivante : "EcoRl-Ptrp-Sall-[Promoteur PAM-RBS PAM-g&quence nucléo-
tidique codant pour PAM1]-géne SAH".

Deux dérivés de la séquence "PAMI" sont construits par
mutagénése dirigée par oligonucléotide, apré&s sous-clonage dans le
bactériophage M13mpl8amIV, selon la méthode décrite par P. CARTER et
coll., Nucl. Acids Res., 1985, 13, p.4431 et suivantes. Les oligonu-
cléotides permettant de ré&aliser cette mutagénése sont représentés
dans les figures 11B et 11C. Aprés reconstruction, deux plasmides
analogues au plasmide "pXL641" contenant les s&quences codant pour
"paAM2"™ (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL740") et "PAM3" (Met
Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL741") sont obtenus (figure 10). .

Aprés introduction des plasmides "pXL641", VpXL740" et
"pXL741" dans une souche appropriée de E.coli telle que E.coli 54125
(Collection de 1'Institut Pasteur), on obtient des souches produi-
sant respectivement les prot€ines hybrides PAM1-SAH, PAM2-SAH et
PAM3-SAH 3 des taux de l1l'ordre de 5 & 10 mg/l1 de milieu pour une
absorbancé de 1 3 610 nm en opérant dans les conditions décrites
dans la demande de brevet européen EP 86400618.4 (200590).

La protéine hybride se trouve dans la fraction insoluble
du lysat cellulaire et peut &tre renaturée et partiellement purifige
selon les méthodes décrites précédemment. Chaque prot&ine hybride
obtenue aprés renaturation peut &tre convertie en SAH mature par
digestion ménagée au moyen d'une concentration optimisée de trypsine

dans les conditions décrites pré&cédemment.
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Conformément aux dispositions du Traité de Budapest, ont

été déposés au CBS & Baarn (Pays-Bas) le 3 février 1987 :

- Un échantillon du microorganisme E.coli E103Ss (pRK 248
clts) contenant le plasmide pXL 462 (souche G-1398) sous le numéro
CBS 143-87. '

- Un échantillon du nicroorganisme E.coli B contenant le
plasmide pXL 641 (souche G-2083) sous le numéro CBS 144-87.

- Un échantillon du microorganisme E.éoli B contenant le
plasmide pXL 740 (souche G-2146) sous le numéro CBS 145-87.

- Un échantillon du microdrganisme E.coli B contenant 1le

‘plasmide pXL 741 (souche G-2147) sous le numéro CBS 146-87.
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#* « .-REVENDICATIONS

e

1. Procédé de préparation d'une proté€ine hybride contenant
une extension peptidique N-terminale hydrophile termin€e par un site
preferentiel de coupure par la trypsine fusionnée avec la séquence
peptidique de la sérum—albumine humaine mature caractérisé& en ce que
1'on cultive une souche d'E.coli capable d'assurer le maintien d'un
plasﬁide contenant la séquence nucléotidique codant pour 1'extemsion
peptidique N-terminale fusionnée & la séquence nucléotidique codant
pour la sétﬁm—albumiﬁe humaine mature dont 1'expression est contrG-
lée par un promoteur bacterien inductible.

2. Procédé selon la revendication 1 caract&risé en ce que
les codons codant pour 1l'extension peptidique N-terminale sont:

choisis parmi les sept premiers codons du géne cII du bactériophage

. 1lambda et les six premiers codons du géne de la pénicilline amidase

Eventuellement transformés par mutagénése dirigée.

3. Procédé de piéparation d'une prot&ine hybride contenant.
une extension peptidique N-terminale fusionnée avec la sé&quence
peptidique de la sérum—-albumine humaine mature caractérisé en ce que
1'on convertit la molécule dénaturée et insoluble obtenue selon
1'une des revendications 1 ou 2 en umne molécule rematurée et soluble
en utilisant une méthode de dénaturation et renaturation permettant
un réarrangement des structures secondaire et tertiaire de la chalne
polypgptidique.

4. Procédé selon 1'une des revendications 1, 2 ou 3
caractérisé emn ce que: la protéine hybride est convertie par la
trypsine en une protéine identique en structure primaire 8 1la

sérum-albumine humaine mature.
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5. Le plasmide "pXL462" caract&ris& en ce qu'il contient
le promoteur P_, le site de fixation des ribosomes du géne cII privé
du signal de terminaison de 1a transcriptioﬁ tRl, le codon d'initia-
tion ATG et les six premiers codons du géne cII fusionnés avec le
géne de structure de la sé€rum-albumine humaine mature.

6. La protéine hybride comprenant & 1'extrémité N-termi-
nale les sept premiers acides aminés de la proté&ine cII du bacté&rio-
phage lambda, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusionnés avec 1la
séquence peptidique de la s&rum-albumine humaine-mature, lorsqu'elle
est obtenue par culture d'une souche d'E.coli capable d'assurer le
maintien du plasmide "pXL462".

7. Le plasmide "pXL641" caracterisé en ce qu'il contient
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la pénicilline amidase, le

gite de fixation des ribosomes du géne de la pénicilline amidase et

" les six premiers codons du géne de la pénicilline amidase fusionnés

avec le géne de structure de la sérum-albumine humaine mature.

8. La protéine hybride comprenant & 1l'extrémité N-termi-
nale les six premiers acides ‘aminés de la pénicilline. amidaée,
Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionnés avec la s&quence peptidique de la
sérum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture
d'une souche - d'E.coli capable d'assurer le maintien du plasmide
"pXL641". " : _
9. Le plasmide "pXL740" caractérisé en ce qu'il contient
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la pénicilline amidase, le
gite de fixation des ribosomes du géne de 1a pénicilline amidase et
les six premiers codons d'un géne de la pénicilline amidase modifié
par mutagénése dirigée fusionnés avec le géne de structure de 1la
sérum~albumine humaine mature. '

10. La protéine hybride comprenant & 1'extrémité N-termi-
nale les six premiers acides aminés d'nne pénicilline amidase

N-terminale modifiée par mutagénése dirigge, Met-Lys-Asn~Arg-Lys-

—Arg, fusionnés & la sé&quence peptidique de la sérum—-albumine

humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche
d'E.coli capable d'assurer le maintien du plasmide "pXL740".
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11. Le plasmide "pXL741" caractérisé en ce qu'il contient
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la pénicilline amidase, le
site de fixation des ribosomes du géne de la pénicilline amidase et
les six premiers codons d'un géne de la pénicilline amidase ﬁodifié
par mutagénése dirigée fusionnés avec le géne de structure de la
sérum-albumine humaine ﬁaCure. ' A

12, La protéine hybride comprenant & l1l'extrémité N-termi-
nale les six premiers acides aminés d'une péniciliine‘ amidase’
modifide par mutagénése dirigée, Met-Lys-Arg-Lys-Arg, fusionnés avec

la s&quence peptidique'de la sérum-albumine humaine mature, lors-

‘qu'elle est obtenue par culture d'une souche d'E.coli capable

diéssurq; le maintien du plasmide "pXL741".
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A. (Oligorucléotide codant pour les 6 premiers ccdons du géne cll
Metval Arg Ala Asn Lys Arg

5'-.A'GCTTCATATGGTTCGTGCAAACAAACBCG-3'
3'- AGTATACCAAGCACGTTTGTTTGCGCAGCT. -5

B. Oligonucléotide utilisé pour la Mutagénése par délétiom.

5 -TCGTGCAAACAAACGCGCATGCACACAAGAGT -3’
cll ‘ SAH

OLIGGNUCLEZOTIDES SYNTHETIQUES
EMPLOYES DANS LA CONSTRUCTION DE
LA cII-SAR

Figure 6
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c1I-SAH

. SAH mature
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a
"
oe

SAE commerciale (sigma)
g3 1 : cII-SAH d'origine microdiologique ("pseudo-pro-SAR)

a, g ¢ pas de trypsine

b, h : 0,1l pg/ml trypsine
¢, i :0,2 pg/ml trypsine
d, 3§ :0,6pg/al trypsine
e,k :0,8 ug/al trypsine
£,1 :1,6 pg/ml crypsine

(SaR] .lmg/ml. 1 heure d'iacubagiod i 37°C.

analyse : gel de polvacrvlamide 10 5 non dinaturane.

Canvgrsion de la cITI-SAH en SAH macure

Figure 8
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Plasmide d'expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH"

EcoRtl
GRRTTCCCTGTTGﬂCﬂRTTﬂRTCﬂTCGﬂRCTﬂGTTHRCTRGTRCGCRGCTTGGCTGtﬂGGT

__________.___—_-——-—————-——

Promoteur Tryptophane

Hindlill1 .
mwmscﬂcsn TAT ARTTAT
Prosoteur et Site da fixation das ribosomas de PRI

ATG ATC GTG AAC TGT GTT ACT GCT TCC CTG
Het lle Val Hsn Cys Val Thr Ala Ser Leau
lda laPAM........ccccivrecnrcancscnnns

CCT GCA CTG GCT GAT GCA CAC AARG...

3 §'z§

tet.-Tyr Tyr Trp

Séquence des signaux d'expression et du début devla fusion
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288.

Figure 9
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES DES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO"

MET VAL ARG ALA ASN LYS ARG-ASP

cil-SAH:
ATG QTT CGT GCA AAC AAA COC 6AT..
' aa ]l SAH

PAMI: © MET LYS ASN ARG ASN ARG-ASP
ATO AAA AAT AGA AAT CGT GAT...

PAMZ: _ MET LYS ASN ARG LYS ARG-ASP
| ATG AAA AAT AGA AAA COT BAT....

PAM3: MET LYS LYS ARG LYS ARG-ASP
"~ ATOG AAA AAA AGA AAA COT GAT...

B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAM1

PAM3 LYs L}{S}

- }

PAMZ L{S}

PAM1 MET LYS ASN ARGASN ARG ASP
ATGAAA AAT AGA AAT COT GAT...

}

A} modifications effectuées
| }per mutagénése dirigée
Alper oligbnucléotide

Figure 10
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Pl. XXVI1/27

A. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE PAR DELETION POUR
CONSTRUIRE PAM1 - SAH (pXL641)

5'-ATGAAAAATAGAAATCGTGATGCACACAAGAGTG-3
PAM - SAH

B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR
CONSTRUIRE PAM2 - SAH (pXL740)

S'CAATGAAAAATAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-3'

nucléotide modifié

C. OLIGONUCLEOGTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR
CONSTRUIRE PAM3 - SAH (pXL741)

S'AGGATACAATGAAAAAAAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-3'

nucléotides modifiés

Figure 11
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